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技术 方法 


旋转 通气 培养 法 建立 小 鼠 宕 丸 体外 培养 模型 


刘 


! 四 川 大 学 华西 公共 卫生 学 院 营 养 食品 卫生 与 毒 理学 系 , 四 川 成 都 610041; ?成 都 医学 院 公共 卫生 系 ,四 川 成 
都 610500;; 卫 生 局 卫生 监督 所 ,上 海 浦东 200120;* 泸 州 医学 院 附 属 医院 营养 科 , 四 川 泸州 646000; 食 品 安 


艺 15, 朱 户 锋 中 ,高 志 斌 , 李 敏 "*, 钟 灵 航 ', 印 德 媳 ， 村 云 " 


全 监测 与 风险 评估 四 川 省 重点 实验 室 , 四 川 成 都 610041 


摘要 :目的 通过 探索 适宜 的 培养 条 件 , 建 立 小 鼠 举 丸 器 官 培养 模型 。 方 法 利用 旋转 通气 培养 法 在 体外 培养 墨 丸 ,优化 培养 条 
件 ,并 与 Transwell 小 室 培养 法 进行 形态 学 比较 。HE 染 色 观 察 举 九 组 织 结构 的 变化 ,BrdU 染色 法 观察 墨 丸 在 体外 的 细胞 增殖 ， 
放射 免疫 法 观察 体外 培养 别 丸 的 墨 酮 分 泌 能 力 ,免疫 组 化 法 观察 界 丸 中 功能 蛋白 的 表达 。 结 果 通过 培养 结局 的 对 比 ,旋转 通 
气 培养 法 培养 的 举 九 组 织 形态 更 完整 。 粤 丸 大 小 以 0.3~0.8 mm 为 宜 。 各 组 精 原 细胞 增殖 指数 呈 上 升 趋势 ,Sertoli 细 胞 增殖 指 
数 呈 下 降 趋 势 :3 d 组 精 原 细胞 增殖 指数 的 增加 与 1d 组 相 比 有 统计 学 差异 (P<0.05),5 d 组 Sertoli 细 胞 增殖 指数 的 减 小 与 1 d 组 
相 比 有 统计 学 差异 (P<0.05)。 浴 酮 分 泌 量 随 培 养 天 数 的 增加 而 减少 上 且 差异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05)。 培 养 3 d 后 ,Leydig 细 胞 
胞 浆 内 可 见 3B- 羟 基 类 固 醇 脱氧 酶 (3B-HSD) 细胞 色素 P450 17a 羟 化 酶 (P450c17) .胆固醇 侧 链 裂 解 酶 (P450Scc) 和 蛋白 的 表达 ， 
Sertoli 细 胞 胞 浆 内 可 见 波形 蛋白 (Vimentin) 表 达 。 结 论 利用 旋转 通气 培养 法 成 功 建立 浴 丸 器 官 体外 培养 的 模型 。 
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Abstract: Objective To establish an in vitro model of cultured mouse testis using rotary aerobic culture. Methods Rotary 
aerobic incubation with optimized culture conditions was used for in vitro culture of mouse testis, and the morphology of the 
cultured testicular tissues was compared with that cultured in Transwell chambers. The changes in the testicular tissue 
structure were examined using HE staining, and the cell proliferation was assessed with BrdU staining. Testosterone 
concentrations in the culture medium were tested with radioimmunoassay and the expression of the functionally related 
proteins in the testis was detected using immunohistochemistry. Results The testicular tissue cultured by optimized rotary 
aerobic culture presented with more intact histological structure with the size of the testis ranged from 0.3 to 0.8 mm In the 
two culture systems, the prolifeation index of the spermatogonia increased and that of Sertoli cells decreased with time, and 
such changes in spermatogonia and Sertoli cell proliferation indices became statistically significant at 3 days (P<0.05) and 5 
days (P<0.05) of culture, respectively, as compared with those at 1 day. The concentration of testoerone in the culture media 
decreased significantly with incubation time (P<0.05). At 3 days of culture, the protein expression of 3B-hydroxysteroid 
dehydrogenase, cytochrome P450 17a-hydroxylase and cholesterol side-chain cleavage enzyme was detected in Leydig cell 
cytoplasm and vimentin expression in Sertoli cell cytoplasm. Conclusion An in vitro model of cultured mouse testis has been 


successfully established using rotary aerobic incubation. 
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近年 来 ,外 源 性 内 分 泌 干 扰 物 对 男性 生殖 系统 的 影 
响 越 来 越 受到 学 界 关注 ,相关 研究 主要 以 动物 试验 和 体 
外 研究 为 主 。 但 随 着 “3R” 理 念 的 推广 以 及 分 子 机 制 研 
究 的 需要 ,体外 研究 越 来 越 受到 青睐 。 目 前 国内 外 有 关 
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二 


在 性 生殖 器 官 的 体外 研究 日 渐 增多 ,以 墨 丸 细 胞 培养 和 
办 丸 组 织 器 官 培养 两 种 形式 为 主 “。 尝 丸 细胞 培养 主 
要 包括 对 筛选 出 的 各 期 生殖 细胞 ,Sertoli 细胞 .Leydig 
细胞 等 的 单独 培养 以 及 Sertoli 细 胞 与 生殖 细胞 的 共 培 
养 5。 但 单一 种 类 细胞 的 培养 无 法 体现 出 细胞 间 的 关 
联 性 ,即使 是 共 培 养 也 仅 是 模拟 Sertoli 细胞 的 分 沁 产 物 
对 生殖 细胞 的 作用 ,无 法 完整 体现 Sertoli 细胞 对 生殖 细 
胞 的 支持 作用 。 此 外 ,细胞 培养 无 法 在 保持 原 组 织 形 态 
的 情况 下 对 细胞 进行 原 位 观察 ,而 墨 丸 器官 培养 能 弥补 
细胞 培养 的 不 足 。 顺 官 组 织 培养 可 避免 体内 复杂 的 生 
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殖 内 分 泌 环 境 的 干扰 作用 ,更 真实 地 反映 外 源 内 分 泌 干 
扰 物 对 墨 丸 组 织 的 影响 ,更 适合 于 探索 外 源 内 分 泌 干 扰 


取出 双 侧 具 丸 ,去 除 被 膜 , 切 分 成 4~8 块 ,体积 约 0.3~ 
0.8 mn。PBS 漂 洗 后 混合 。 将 界 丸 随机 移入 含有 DMEM 


物 对 新 生 儿 和 胎儿 举 丸 发 育 影响 的 研究 ”。 国 外 的 举 
九 组 织 培养 多 采用 Transwell 小 室 培养 法 7 ,但 由 于 尝 
丸 是 附 于 通 透 膜 上 ,上 部 与 气相 接触 ,下 部 与 液 相 接触 ， 
极 易 因为 组 织 迁 移 性 造成 扁平 化 生长 ,使 组 织 三 维 结构 
齐 到 破坏 ,难以 进行 组 织 病 理学 检测 ,日 Millicell 插 入 
式 培养 上 体积 小 ,要 保证 培养 组 织 同时 接触 气相 与 液 相 
需要 精准 控制 培养 基 的 量 ,增加 了 操作 难度 。 由 于 小 室 
体积 小 ,小 室内 容纳 的 睾丸 组 织 体积 小 并 且 数 量 有 限 ， 
使 得 分 泌 到 培养 基 中 的 墨 酮 含量 低 ,影响 墨 酮 测定 。 本 
研究 拟 在 全 胚胎 及 豚 胎 枝 芽 培养 的 基础 上 ,利用 旋转 
通气 培养 法 建立 睾丸 体外 培养 模型 ,该 模型 可 以 作为 研 
究 外 源 内 分 泌 干 扰 物 对 生殖 器 官 影响 的 体外 模型 ,也 可 
应 用 于 发 育 生理 学 方面 的 研究 1。 


1 材料 与 方法 
1.1 主要 仪器 与 试剂 

DMEM 高 糖 培养 基 新生 牛 血清 青霉素. 链 霉 素 
和 HEPES 液 购 自 成 都 哈里 生物 公司 ;胰岛 素 . 转 铁 蛋 白 
和 5- 溴 脱氧 尿 喀 啶 核 芽 (BrdU) 购 自 Sigma; 谷 氨 酰 胺 和 
二 甲 基 亚 砚 购 自 Amresco; 抗 -BrdU 单 克隆 抗体 (Santa 
Cruz) ;BrdU 检测 试剂 盒 (IHC) (南京 凯 基 ); 碘 (1)- 
畦 酮 放射 免疫 分 析 药 盒 (天 津 协和 医药 ); 苏 木 素 染 
色 液 (Solarbio); 抗 3p-HSD 抗 体 (1:800) , 抗 P450scc 
抗体 (1:200), 抗 P450c17 抗 体 (1:200), 抗 波形 蛋白 搞 
体 (1:400) ,免疫 组 化 试剂 盒 (北京 中 杉 金 桥 );Millicell 
悬挂 式 搬 入 培养 四 (Millipore) , 24 孔 培 养 板 
(Millipore) ;旋转 培养 装置 “(自制 如 图 1)。 


图 1 旋转 培养 装置 
Fig.l Photograph (A) and design (B) of the rotary cultivation 
device. 


1.2 实验 动物 

清洁 级 4~5 d 龄 昆明 种 健康 雄性 小 鼠 , 由 四 川 大 学 
实验 动物 中 心 提供 ,动物 合格 证 号 SYXK( 川 ) 
2009-045。 
1.3 店 丸 体外 培养 方法 及 试验 分 组 

将 4~5 d 龄 KM 种 雄性 小 鼠 室 息 处 死 后 ,无 菌 操作 


高 糖 培养 基 的 培养 瓶 中 ,每 瓶 6~7 块 。 实 验 分 为 5 组 ,每 
组 分 别 培养 1.2.3.4.5 d, 记 为 1~5 d 组 ,每 组 3 瓶 。 培 养 基 
中 含 10% 新 生 小 牛 血清 .1% 双 抗 ( 青 霉 素 100 U/ml\ 链 
霉 素 100 pg/ml) HEPES 液 15 mmol/ml) .生长 因子 (从 
氨 酰 胺 2 mmolml ,胰岛素 10 pg/ml\ 转 铁 和 蛋白 5 hg/ml)、 
0.1 molL 碳 酸 毛 钠 20 pl。 

旋转 通气 培养 法 :培养 瓶 通 入 混合 气体 (50% N;， 
45% 0,,5% CO;)1 min, 流 量 1.5 L/min; 将 培养 瓶 封口 
后 置 于 34 %C 恒 温 培 养 箱 中 旋转 培养 ,旋转 速度 30 r/min; 
每 24h 更 换 培养 基 并 重新 通 入 混合 气体 。 

Transwell 小 室 培养 法 :用 于 与 旋转 通气 法 组 织 形 
态 进行 对 比 。 参 考 国外 经 验 *", 同 种 方法 处 理 获 得 小 
鼠 举 九 碎片 , 粤 丸 碎片 放 入 Millicell 悬 挂 式 插入 培养 上 L 
中 ,培养 四 放 入 24 孔 培养 板 ,添加 培养 基 至 正好 浸没 组 
织 。 将 培养 板 置 于 CO; 恒 温 培养 箱 中 ,34 % 培 养 ,5% 
CO,, 每 24 bh 更 换 培养 基 。 
1.4 观测 指标 及 检测 方法 
1.4.1 HE 米色 培养 结束 后 的 墨 丸 经 漂洗 后 用 Bouin's 
液 固定 过 夜 后 ,依次 梯度 酒精 脱水 .石蜡 包 埋 、 常 规 切 
片 HE 染色 脱水 .透明 树脂 封 片 。 光 镜 下 观察 。 
1.4.2 BrdU 检 测 细胞 增殖 参照 试剂 盒 使 用 说 明 ,培养 
结束 前 3 h 向 培养 瓶 中 加 入 30 pg/ml BrdU ,培养 结束 
后 , 墨 丸 组 织 经 漂洗 并 在 Bouin's 液 固定 过 夜 后 ,梯度 酒 
精 脱水 .常规 石 旺 包 埋 ,切片 。 石 晴 切 片 烤 片 后 ,用 二 甲 
茶 脱 蜡 ,梯度 酒精 水 化 ;2N HCI 孵 育 15 min,0.1 mol/L 
NasBs0; 室 温 处 理 15 min,0.1% Tiition-X100 打 孔 ,3% 
HO0;/ 甲 醇 炙 活 10 min, 正 常山 羊 血清 工作 液 室温 封闭 
1h 后 滴 加 抗 -BrdU 单 克隆 抗体 (1:100) ,4 % 冰 箱 孵 育 
过 夜 (用 一 抗 稀释 液 代替 一 抗 作 阴 性 对 照 ); 次 日 , 滴 加 
生物 素 标 记 的 通用 型 二 抗 室温 旷 育 15 min ,洗涤 后 滴 加 
着 根 过 氧化 物 酶 标记 的 链 霉 素 卵 白 素 工作 液 室温 孵育 
15 min;DAB 显 色 , 苏 木 素 复 染 ,盐酸 酒精 分 化 ,PBS 液 
返 蓝 ;常规 脱水 ,透明 ,干燥 , 封 片 ;显微镜 下 观察 细胞 形 
态 及 增殖 情况 。 每 组 随机 选取 5 张 切片 ,每 张 切 片 1000 
倍 下 选取 畦 丸 组 织 四 角 及 中 央 部 分 的 视野 ,视野 内 随机 
选择 3 处 完整 曲 细 精 管 ,对 曲 细 精 管内 的 所 有 细胞 分 别 
计数 ,并 对 阳性 细胞 分 别 计数 。 按 下 列 公式 计算 增 
殖 指数 : 

增殖 指数 = 某 细胞 阳性 细胞 数 / 某 细胞 总 数 
1.4.3 音 酮 测定 学 丸 培 养 过 程 中 ,每 24 h 更 换 培养 基 ， 
收集 每 1 d 更 换 的 培养 液 ,通过 放射 免疫 法 检测 培养 液 
中 的 测 酮 含量 ,以 尘 丸 重量 进行 校正 。 放 射 免疫 法 由 四 
川 大 学 基础 医学 与 法 医学 院 同位 素 室 测定 。 
1.4.4 免疫 组 化 观察 相关 蛋白 表达 ”免疫 组 化 法 采用 链 
霉菌 抗 生 物 素 蛋白 -过 氧化 物 酶 连结 法 (SP 法 ), 按 说 明 
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书 进行 操作 。5 pm 厚 的 石蜡 组 织 切 片 ,以 二 甲 茶 脱 蜡 ， 
酒精 梯度 水 化 ,0.01 mol/L 柠 榜 酸 盐 缓 冲 液 微 波 加 热 修 
复 抗原 20 min。 经 0.1% 的 TritionX-100 打 孔 ,3%HO;y 
甲醇 炙 活 内 源 性 过 氧化 物 酶 ,正常 羊 血清 封闭 1 h, 稀 释 
一 抗 能 育 4 % 过 夜 ,阴性 对 照 用 一 抗 稀 释 液 代替 一 抗 。 
切片 滴 加 二 抗 15 min, 链 霉 素 标 记 HRP 宣 温 旷 育 1 min， 
DAB 显 色 , 苏 木 素 染色 ,脱水 ,透明 , 封 片 , 镜 检 。 阴 性 
对 照 用 一 抗 稀释 液 代 蔡 一 抗 。 
1.5 统计 学 处 理 

举 酮 和 增殖 指数 的 数据 以 均 数 + 标 准 差 形 式 进行 
表示 。 实 验 结果 采用 单 因素 方差 分 析 进 行 分 析 , 组 间 两 
两 比较 采用 Dunnett 法 ,检验 水 准 为 0.05,P<0.05 说 明 
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2 结果 

2.1 HE 染色 结果 

2.1.1 旋转 通气 培养 法 培养 72 h 后 ,村 丸 组 织 结构 正 
常 , 曲 细 精 管 结构 完 整 , 曲 细 精 管内 基底 膜 完 整 ; 精 原 细 
胞 Sertoli 细胞 排列 正常 ,连接 紧密 , 间 质 内 可 见 Leydig 
细胞 (图 2A); 曲 细 精 管内 , 精 原 细胞 核 为 圆 形 或 椭 
形 , 核 内 染色 质 呈 细 颗 粒状 或 近 核 处 有 大 的 染色 质 块 ; 
Sertoli 细胞 细胞 核 呈 椭圆 形 或 三 角形 ,位 于 曲 细 精 管 管 


壁 上 偏 基 膜 侧 ,其 细胞 质 位 于 精 原 细胞 之 间 , 不 易 分 辨 
其 细胞 界限 ;Leydig 细 胞 位 于 各 曲 细 精 管 之 间 ,细胞 呈 
多 角形 或 圆 形 , 体 积 大 ,其 细胞 核 呈 圆 形 或 椭圆 形 , 符 合 
正常 墨 丸 组 织 细胞 生长 情况 ”图 2B)。 此 时 的 培养 体 
积 约 为 0.3~0.8 mm 左右 。 


一 Sertoli cell 一 Spermatogonia 中 Leydig cell 


图 2 旋转 通气 培养 法 培养 成 功 的 备 丸 形态 学 观察 
Fig.2 Morphology of the testicular tissues successfully cultured by rotary aerobic incubation 
(HE staining, A: original magnification: x400; B: original magnification: x1000). 


图 3 为 培养 失败 的 图 片 ,由 于 体积 过 大 (大 于 1 mm’)， 

组 织 中 心 出 现 坏 死 ,组 织 结构 紊乱 , 曲 细 精 管 结构 模糊 
或 消失 ;细胞 排列 杂乱 ,细胞 形态 异常 ,出现 核 固 缩 等 现 
象 。 外 围 组 织 结构 尚 可 , 曲 细 精 管 清晰 可 辨 ,细胞 形态 
正常 。 
2.1.2 Transwell 小 室 培 养 法 合适 体积 的 睾丸 组 织 经 
Transwell 小 室 培养 法 培养 72 h 后 ,组织 仍然 存活 。 培 
养 后 的 墨 丸 ,部 分 地 方 组 织 结构 仍然 正常 , 曲 细 精 管 结 
构 完 整 ,基底 膜 正 常 ; 曲 细 精 管内 可 见 精 原 细胞 和 
Sertoi 细胞 ,排列 正常 ,连接 紧密 , 曲 细 精 管 之 间 可 见 
Leydig 细 胞 (图 4A), 但 组 织 三 维 结构 异常 ,通常 呈现 扁 
平 化 ,多 数 部 位 曲 细 精 管 结构 紊乱 , 精 原 细胞 和 Sertoli 
细胞 形态 发 生变 化 (图 4B ) ,此 外 ,与 旋转 通气 培养 法 相 
比 , 相 同体 积 下 的 墨 丸 组 织 经 小 室 培 养 法 培养 后 ,除了 
呈现 出 形态 扁平 状 外 ,组 织 内 还 出 现 大 量 异 常 细胞 ,如 
凋 亡 细胞 (图 5B), 说 明 组 织 生长 状况 不 好 不 适合 做 免 
疫 组 化 等 原 位 检测 ,故我 们 选用 生长 更 好 ,更 能 维持 组 
织 形态 完整 的 旋转 通气 培养 法 培养 的 组 织 进 行 增殖 及 
举 柄 分泌 等 的 研究 。 


图 3 旋转 通气 法 培养 失败 的 睾丸 形态 学 观察 
Fig.3 Morphology of the testis failed to be 
cultured by rotary aerobic incubation (HE 
staining, original magnification: x200) 


2.2 香 丸 中 细胞 的 增殖 情况 分 析 

为 了 观察 旋转 通气 培养 法 培养 的 举 丸 组 织 的 细胞 
增殖 能 力 ,我 们 用 该 方法 进行 了 连续 5 d 的 器 官 培养 。 经 
旋转 通气 培养 法 体外 培养 5 d 后 的 小 鼠 誉 丸 内 仍然 可 以 
观察 到 抗 -BrdU 阳性 细胞 。 图 6 所 示 , 培 养 至 第 5 天 时 , 依 
然 有 许多 染 成 棕色 的 细胞 , 精 原 细胞 .Sertoli 细胞 和 
Leydig 细 胞 均 有 增殖 ,说 明 旱 丸 组 织 细胞 增殖 情况 良好 。 
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一 Sertoli cell 一 Spermatogonia 史 Leydig cell 


图 4 小 室 培养 法 培养 的 军刀 形态 学 观察 


Fig.4 Testis morphology cultured by Transwell chamber method (HE staining, A: x1000; B: x100). 


图 5 旋转 通气 法 (4) 与 小 室 培养 法 (了 83) 培养 的 睾丸 形态 学 观察 
Fig.5 Testis morphology cultured by rotary aerobic incubation (A) and transwell (B) (HE staining, x 


1000). 


一 Sertoli cell ~—> Spermatogonia » Leydig cell 


图 6 小 鼠 军 丸 组 织 体外 培养 细胞 增殖 情况 


Fig.6 Cell proliferation of mouse testis cutured in vitro (A: x400; B: x1000). 


通过 计算 增殖 指数 发 现 培养 第 3 天 时 精 原 细胞 增 
殖 能 力 显著 增加 ,与 1 d 组 相 比较 ,差异 有 统计 学 意义 
(P<0.05), 但 其 他 组 与 1d 组 比较 ,差异 没有 统计 学 意义 
(P>0.05)。 培 养 5 d 后 ,Sertoli 细 胞 的 增殖 指数 下 降 。 
与 1d 组 比较 差异 有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 
2.3 健 九 的 伯 酮 分 沁 能 

为 了 研究 旋转 通气 培养 法 培养 的 睾丸 的 雄性 激素 
分 泌 能 力 ,我 们 检测 了 不 同 培养 天 数 的 睾酮 分 泌 情 况 。 
墨 九 在 体外 培养 期 间 , 墨 酮 分 泌 量 呈 逐 日 下 降 趋 势 。1 d 
组 举 酮 分 泌 量 最 高 ,5 d 组 最 低 。 各 组 与 1 d 组 相 比较 ， 
尝 酮 分 泌 水 平 差异 均 具有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 2)。 


2.4 音 丸 特异 性 蛋白 的 表达 

为 了 观察 旋转 通气 培养 法 对 墨 九 功能 的 影响 ,我们 
用 免疫 组 织 化 学 法 观察 了 影响 潜 丸 功能 实现 的 关键 蛋 
白 。 选 择 培 养 3 d 后 的 睾丸 组 织 进行 免疫 组 织 化 学 法 检 
测 , 在 曲 细 精 管 间隙 的 Leydig 细胞 胞 浆 内 能 观察 到 典 
型 的 3B-HSD、P450Scc、P450c17 蛋白 的 表达 (图 
7A~C)。 在 Sertoli 细 胞 胞 浆 内 表达 观察 到 Vimentin 棕 
黄色 深 染 (图 7 DD)。 


3 讨论 


墨 丸 的 体外 培养 通常 用 于 生殖 生理 学 发 育 生物 学 
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表 1 精 原 细胞 与 Sertoli 细 胞 增殖 指数 


Tab.1 Proliferation indexes of spermatogonia and Sertoli 
cells in the cultured testis (Mean+S5D, n=3) 


incubation Prolifeation index (%) 

time (d) Spermatogonia Sertoli cell 
J 18.07+5.81 25.36+2.72 
2 20.37+3.99 19.93+4.96 
3 25.48+1.91* 22.47+3.60 
4 19.63+2.58 20.1542.97 
5 21.95+3.20 16.81+8.54* 


Note: *indicates compared with 1d group, P<0.05, a statistically 
significant difference. 


表 2 放射 免疫 法 测定 塞 酮 含量 
Tab.2 Testosterone levels in the culture media measured 
by radioimmunoassay (ng/mg, Mean+S5D, n=3) 


Incubation time (d) Testosterone level 


1 0.5481+0.3844 

2 0.1506+0.1344* 
3 0.0894+0.0283* 
4 0.0230+0.0242* 
5 0.0062+0.0048* 


Note: * indicates compared with 1d group, P<0.05, a statistically 
significant difference. 


人 
0 


会 导致 各 组 织 生 长 到 一 起 无 法 区 分 ,对 操作 要 求 较 高 且 
影响 后 期 切片 观察 ,同时 ,由 于 培养 的 组 织 数量 过 少 且 
墨 丸 组 织 只 有 一 部 分 位 于 液 相 中 ,造成 分 泌 到 培养 基 中 
的 举 酮 含量 过 低 , 低 于 检测 限 ,使 得 测 不 出 举 酮 含量 。 
我 们 的 研究 发 现 ,尽管 小 室 培养 法 培养 的 举 丸 组 织 
局 部 生长 良好 ,但 整体 形态 呈 片 状 ,三 维 结构 混乱 ,组 织 
内 存在 细胞 凋 亡 现象 。 而 旋转 通气 培养 法 培养 的 墨 丸 ， 
组 织 结构 正常 , 曲 细 精 管 结构 完整 , 曲 细 精 管内 基底 膜 
完整 ; 精 原 细胞 ,Sertoli 细胞 排列 正常 ,连接 紧密 , 间 质 
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及 生殖 毒 理 学 的 研究 ,国外 采用 的 是 Transwell 小 室 培 
养 法 ,其 方法 是 培养 物 在 插入 培养 板 中 的 生物 薄膜 上 生 
长 ,薄膜 下 缘 接 触 培养 基 。 膜 上 的 培养 物 在 贴膜 面 可 接 
触 到 培养 基 的 营养 物质 , 且 培 养 物 的 上 部 可 以 接触 外 部 
气体 ,进行 气体 交换 ”" ,但 此 方法 限制 了 营养 和 气体 置 
换 , 故 而 培养 物 的 体积 通常 很 小 ,同时 由 于 墨 丸 组 织 在 
薄膜 上 易 发 生 迁 移 , 造 成 田 丸 组 织 扁 平 化 生长 ,不 利于 
病理 观察 及 深入 人 研究。 而 旋转 通气 培养 法 由 于 培养 组 
织 处 于 旋转 装置 中 ,避免 了 学 丸 组 织 贴 壁 生长 ,保持 了 
组 织 的 三 维 结构 。 由 图 1 可 见 , 旋 转 培养 装置 易于 自行 
制作 且 方 便 操 作 ,与 小 室 培 养 法 相 比 ,旋转 通气 培养 法 
在 硬件 方面 的 优势 有 两 方面 ,一 方面 为 小 室 培养 法 中 应 
用 的 Millicell 悬 挂 式 插入 培养 亚 ,操作 过 程 中 容易 破损 
且 要 保证 膜 上 的 组 织 同 时 接触 空气 和 膜 下 的 培养 液 , 需 
要 精确 控制 培养 液 的 量 , 实 际 操作 中 很 难 完全 保证 ,在 
培养 过 程 中 还 存在 培养 基 莹 发 减少 造成 培养 基 液 面 下 
降 ,组 织 完 全 暴露 于 空气 中 的 问题 ,而 旋转 培养 法 只 需 
要 将 举 丸 组 织 移 人 培养 瓶 即 可 ,无 上 述 问题 的 困扰 ; 另 
一 方面 小 室 培 养 法 中 的 Millicell 培养 四 体积 很 小 ,每 个 
小 室 中 能 容纳 的 墨 九 组 织 体积 小 上 且 数 量 有 限 ,操作 不 慎 


7 免疫 组 化 观察 军 丸 内 
3B-HSD、P450c17、P450Scc 和 
Vimentin 的 表达 

Fig.7 Expression of 3B-HSD (A), 
P450c17 (B) P450scc (C), and 
vimentin (D) in mouse testis 
detected by immunohistochemical 
staining. 


内 可 见 Leydig 细 胞 ,并 未 出 现 细胞 凋 亡 ,由 此 说 明 旋转 
通气 培养 法 培养 的 组 织 在 形态 学 上 就 优 于 小 室 培 养 法 。 

为 了 优化 培养 条 件 ,在 培养 物体 积 方面 ,我 们 发 现 
墨 丸 组 织 的 体积 过 大 容易 使 组 织 中 心 无 法 接触 到 足够 
的 营养 物质 和 氧气 ,引起 组 织 中 心 坏 死 (图 3) ,通常 培养 
的 体积 不 能 超过 1 mm 。 另 一 方面 ,如 果 培 养 的 测 丸 太 
小 , 则 不 利于 进行 后 续 观 察 ,如 病理 切片 .免疫 组 化 等 , 且 
由 于 培养 的 细胞 数量 过 少 , 也 使 得 培养 液 中 的 举 柄 含量 
难以 检测 。 所 以 体外 培养 的 学 丸 适合 体积 为 0.3~0.8 mm 。 
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在 培养 物 增殖 活性 方面 ,我 们 发 现 旋转 通气 法 培养 
的 睾丸 组 织 可 以 观察 到 增殖 活性 ,日 与 体外 培养 24 的 
墨 九 相 比 : 精 原 细胞 的 增殖 活力 逐渐 增高 且 培 养 3 d 时 
增殖 活力 最 高 (P<0.05) ,Sertoli 细 胞 的 增殖 活力 逐渐 减 
弱 且 培养 5 d 时 最 弱 (P<0.05) ,说 明 在 体外 培养 的 条 件 
下 , 精 原 细胞 的 增殖 活力 基本 未 受 影响 ,尽管 第 5 天 
Sertoli 细胞 的 增殖 能 力 出 现 了 下 降 , 但 仍 表现 出 一 定 的 
活力 。 因 此 ,在 以 学 丸 体外 培养 法 进行 外 源 性 化 合 物 毒 
性 研究 方面 ,培养 3 d 的 睾丸 较为 合适 。 

为 了 观察 旋转 通气 法 建立 的 符 九 培养 模型 对 睾丸 
组 织 功能 的 影响 ,我 们 分 析 了 培养 物 的 雄性 激素 分 泌 能 
力 。 机 体内 超过 90% 的 墨 酮 是 墨 丸 Leydig 细 胞 合成 分 
泌 的 史 , 举 酮 可 以 调节 生殖 细胞 分 化 和 精子 成 熟 。 体 外 
培养 的 界 丸 在 无 外 界 刺 激 ( 如 HCG 和 LH) 及 存在 田 
酮 合成 前 体 物质 的 情况 下 ,睾酮 分 泌 会 随时 间 逐 渐 
减少 "在 我 们 的 模型 中 ,也 存在 这 个 问题 。 培 养 各 
组 学 酮 分 泌 量 逐 日 减少 的 原因 有 两 个 :一 是 小 鼠 出 生前 
1 周 左右 ,体内 畦 酮 量 会 达到 一 个 峰值 ,出 生 后 减少 ,到 
青春 期 后 逐渐 增加 并 稳定 至 成 年 鼠 水 平 中 。 实 验 中 用 
到 的 动物 为 出 生 4~5 d 的 小 鼠 , 处 于 举 柄 分泌 量 下 降 的 
生理 阶段 。 二 是 储存 于 睾丸 Leydig 细胞 中 的 用 于 合成 
的 前 体 物质 有 限 , 随 着 培养 时 间 逐 渐 消 耗 减少 ,引起 举 
酮 分 记 量 下 降 ”。 虽 然 墨 酮 分 泌 量 随时 间 逐 渐 减 少 ， 
但 仍然 可 以 被 检测 到 ,说 明 Leydig 细 胞 在 体外 培养 时 
保持 着 原 有 的 细胞 功能 。 

除了 畦 丸 组 织 的 雄性 激素 分 泌 能 力 , 田 丸 组 织 功能 
的 实现 同样 离 不 开关 键 和 蛋白 的 作用 。 在 Leydig 细 胞 合 
成 举 酮 的 过 程 中 ,P450scc、P450c17、3B-HSD 等 限 速 酶 
起 关键 作用 号 ,是 反映 Leydig 细胞 功能 重要 生物 标志 
物 。 一 些 生 殖 内 分 泌 干扰 物 可 以 通过 抑制 这 些 限 速 酶 
表达 ,进而 抑制 睾酮 分 泌 ""'。 Vimentin 为 Sertoli 细 胞 
合成 的 波形 蛋白 ,在 维持 Sertoli 细胞 的 细胞 骨架 、 
Sertoli 细胞 与 生 精 细胞 的 黏附 以 及 二 者 间 的 信号 传递 
等 方面 起 着 重要 作用 六 ,也 是 重要 的 生物 标志 物 。 当 
波形 蛋白 的 结构 .表达 等 发 生 改 变 , 必 将 影响 Sertoli 细 
胞 的 功能 ,进而 影响 精子 发 生 的 过 程 ”。 在 体外 培养 3 d 
的 睾丸 中 ,免疫 组 化 可 以 观察 到 明显 P450scc、P450c17、 
3B-HSD 及 Vimentin 阳性 表达 。 因 此 ,体外 培养 面 丸 有 
望 作为 外 源 性 化 合 物 生殖 毒性 初 第 的 体外 模型 。 

综 上 所 述 , 旋 转 通气 法 培养 的 墨 丸 不 仅 能 维持 罚 丸 
组 织 结构 的 正常 ,而 且 保持 了 墨 丸 内 各 种 细胞 的 正常 功 
能 。 在 避免 体内 复杂 的 生殖 内 分 泌 环境 的 干扰 作用 及 
保证 睾丸 内 各 细胞 之 间 的 联系 的 基础 上 ,此 方法 能 更 真 
实地 反映 外 源 化 学 物质 对 睾丸 组 织 的 影响 , 适 于 探索 外 
源 化 学 物 对 新 生 儿 和 胎儿 举 丸 发 育 影响 的 研究 ,也 可 应 
用 于 发 育 生理 学 方面 的 研究 ,为 深入 研究 雄性 生殖 系统 


学 


内 的 各 种 机 制 提供 平台 。 
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